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実験 1-1 ペーパーディスク法を行う上で適切な大腸菌濃度の検討 
 本実験では抗菌活性を調査するために、ペーパーディスク法を用いた。その予備検討として、シャ
ーレ全体にまんべんなくコロニーが形成される大腸菌の濃度の検討を行った。大腸菌の懸濁液の
OD600１の値を計測し、10倍ずつ希釈し、LB 寒天培地一枚当たり 50 Lを塗布した。その後 37℃で
24時間培養し観察を行った。なお、抗菌活性試験にはすべて E.coli JM109株を用いた。  




ーブティー1 gに沸騰させた蒸留水 10 mlを加え 10分間放置し、抽出液を作成した。大腸菌の懸濁
液 50 Lを塗布した LB培地上にペーパーディスクを置き、各ディスクに原液、5倍希釈、25倍希釈
の抽出液をそれぞれ 40 Lずつしみこませ 37℃で 24時間培養を行った。またコントロールとして蒸
留水を 40 Lしみこませたものを作成し、同様に培養を行った。その後阻止円の有無の観察を行った。 
実験 1-3 培養液へのサンプル抽出液添加による抗菌活性試験 
 19 種類のサンプルの抽出液及びコントロールの蒸留水それぞれ 90L に大腸菌の懸濁液 10L を
混合した。この混合液をそれぞれ 50 Lずつ LB培地に塗布し、37℃で 24 時間培養し、形成される
コロニーの数を計測した。 
実験 1-4 実験 1-3の追加実験 
 実験 1-3 で用いた大腸菌の懸濁液の濃度の 10 倍の濃度の懸濁液を用いて同様の実験を行った。ま
た、懸濁液と抽出液の混合液を作成後 30 分間放置し、大腸菌が高濃度の抽出液に触れる時間を長く
して行った。 
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希釈、100 倍希釈の抽出液を用いて同様の実験を行った。なお、この実験では大腸菌とサンプルを混
合後すぐに培地に塗布した。 
実験 1-6 実験 1-5の追加実験① 
 実験 1-5で特に抗菌活性がみられたサンプル(オレガノ、クローブ、二つの混合液)について、原液、
2 倍希釈 5 倍希釈の抽出液を用いて同様の実験を行った。また、この実験では混合後 30 分間放置し
た。さらにコントロールの信頼性を高めるため、コントロールを 3つ設け実験を行った。 
実験 1-7 追加実験② 
 実験 1-6と同様の実験をサンプル数をそれぞれ 3にして行った。(ただし原液のみサンプル数 1) 
実験 1-8 追加実験③ 
 オレガノとクローブを用いて実験を行った。大腸菌の懸濁液と抽出液を混合後 30 分間放置したも
のと、2時間放置したものについてそれぞれサンプル数 2で同様の実験を行った。 
実験 1-9 殺菌作用であるのか、静菌作用であるのかの検証 




 抗菌活性試験と同様の 19 種類のハーブティーから抽出した抽出液を用いて実験を行った。各サン
プルを 50 倍希釈したものを用いて ECL 測定法 2で抗酸化活性を調査した。2.0 mM、1.0 mM、0.5 






結果 1-1 ペーパーディスク法を行う上で適切な大腸菌濃度の検討 
 大腸菌の懸濁液の原液は OD600の値が 1.08 であった。試験の結果この懸濁液を 100 倍に希釈し、
50Lを培地に塗布すると一面にコロニーが形成された。 
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結果 1-3 培養液へのサンプル抽出液添加による抗菌活性試験 
結果を Table1に示す。 
Table1. サンプル毎の形成されたコロニー数 
サンプル名 コロニー数 サンプル名 コロニー数 
タイム 38 ペパーミント 52 
フェンネル 46 キャットニップ 21 
エルダーフラワー 52 ヒソップ 64 
エキナセア 62 ローズヒップ 32 
フィーバーフュー 75 リコリス 58 
アニスシード 22 バンランコン 47 
レモンバーム 82 クローブ 0 
マローブルー 83 カモミール 40 
マレイン 92 セージ 0 
オレガノ 0 Control 62 




サンプル名 コロニー数 サンプル名 コロニー数 
タイム 196 ペパーミント 626 
フェンネル 841 キャットニップ 956 
エルダーフラワー 387 ヒソップ 761 
エキナセア 929 ローズヒップ 590 
フィーバーフュー 739 リコリス 736 
アニスシード 675 バンランコン 882 
レモンバーム 754 クローブ 0 
マローブルー 703 カモミール 622 
マレイン 535 セージ 773 
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結果 1-5 強い抗菌活性を有する可能性のあるサンプルの再検証 
 結果を Table3に示す。また、セージの 10倍希釈のものに関してはコンタミネーションが発生し、
計数できなかったため、計数不可と表記した。 
Table3. サンプルの希釈ごとのコロニー数 
サンプル名 1/1 1/10 1/100 
タイム 123 98 133 
エルダーフラワー 160 185 173 
オレガノ 25 175 191 
クローブ 36 208 155 
セージ 107 計数不可 123 
オレガノ+クローブ 3 259 156 
Control 59 － － 
 
結果 1-6 実験 1-5の追加実験① 
 結果を Table4に示す。 
Table4. サンプルの希釈ごとのコロニー数 
サンプル名 1/1 1/2 1/5 
オレガノ 0 86 102 
クローブ 0 74 114 
オレガノ+クローブ 0 109 87 
Control-1 137 － － 
Control-2 147 － － 
Control-3 187 － － 
 
結果 1-7 追加実験② 
 結果を Table5に示す。 
Table5. サンプルの希釈ごとのコロニー数 
サンプル名 1/1 1/2 1/5 
オレガノ-1 0 126 155 
オレガノ-2 － 75 170 
オレガノ-3 － 89 212 
クローブ-1 0 94 162 
クローブ-2 － 141 201 
クローブ-3 － 174 205 
オレガノ+クローブ-1 0 73 181 
オレガノ+クローブ-2 － 107 206 
オレガノ+クローブ-3 － 71 229 
Control-1 146 － － 
Control -2 145 － － 
Control -3 163 － － 
様式６ 
申請先学部 薬学部 採択番号 No.1    
結果 1-8追加実験③ 
 結果を Table6に示す。 
Table6．混合後の放置時間と各サンプルのコロニー数の関係 
サンプル名と希釈率 30 m 2 h 
オレガノ(1/1)-1 0 3 
オレガノ(1/1)-2 1 0 
オレガノ(1/2)-1 297 138 
オレガノ(1/2)-2 149 168 
クローブ(1/1)-1 0 0 
クローブ(1/1)-2 0 0 
クローブ(1/2)-1 351 127 
クローブ(1/2)-2 353 222 
Control-1 539 633 






結果 1-9 殺菌作用であるのか、静菌作用であるのかの検証 
 結果を Table7に示す。 
Table7. 各サンプルの時間ごとの OD600の値 
サンプル名 0 m 2 m 17 h30 m 
オレガノ-1 0.022 0.059 0.097 
オレガノ-2 0.022 0.030 0.117 
オレガノ-3 0.018 0.051 0.111 
クローブ-1 0.007 0.026 0.592 
クローブ-2 0.004 0.022 0.639 
クローブ-3 0.011 0.028 0.667 
Control-1 0.013 0.050 2.19 
Control -2 0.015 0.043 2.48 
Control -3 0.001 0.041 2.39 
 
2、 抗酸化活性試験 
それぞれのサンプルのピーク値を Table8に、ピーク値の平均と Trolox換算値を Table9に示す。   
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Table8. 各サンプルのピーク値 
サンプル名 1回目 2回目 サンプル名 1回目 2回目 
タイム 403360 439520 ペパーミント 67200 70480 
フェンネル 1028240 960960 キャットニップ 792320 780000 
エルダーフラワー 285360 296000 ヒソップ 424560 507280 
エキナセア 676480 730480 ローズヒップ 559200 553120 
フィーバーフュー 909760 899840 リコリス 508160 482560 
アニスシード 1011760 959760 バンランコン 925200 1161840 
レモンバーム 136160 120080 クローブ 676800 643200 
マローブルー 357920 359520 カモミール 470880 435280 
マレイン 434560 437280 セージ 641920 750160 
オレガノ 133360 138800    
 
Table9. 各サンプルのピーク値の平均と Trolox換算値(mM) 
サンプル名 Ave. Trolox換算 サンプル名 Ave. Trolox換算 
タイム 421440 1.139843 ペパーミント 248280 1.522609×2 
フェンネル 994600 ND キャットニップ 786160 0.33364 
エルダーフラワー 290680 1.428885 ヒソップ 470480 1.031442 
エキナセア 703480 0.516402 ローズヒップ 556160 0.842048 
フィーバーフュー 904800 0.071389 リコリス 495360 0.976445 
アニスシード 1041680 ND バンランコン 1037973 ND 
レモンバーム 128120 1.788219 クローブ 660000 0.612513 
マローブルー 358720 1.278484 カモミール 453080 1.069904 
マレイン 435920 1.107836 セージ 682160 0.563529 
オレガノ 136080 1.770624 コーヒー 618293.3333 0.422002×2 
 
様式６ 
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 実験 1-3 でセージを用いるとコロニーがみられなかったが、その後の実験の結果も考慮すると実験
1-3 では大腸菌の懸濁液を加え忘れたためコロニーが形成されなかったと考えられる。また、実験 1-
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